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ウメ輪紋ウイルス日本分離株の感染性 cDNA クローンの構築 
および感染性 cDNA クローンを用いた研究手法の確立 
 
CONSTRUCTION OF INFECTIOUS cDNA CLONES OF PLUM POX VIRUS JAPANESE ISOLATES  








 Plum pox virus (PPV) is regarded as an agriculturally important virus outside of Japan, and molecular 
biological analysis using infectious cDNA clones is widely performed for its pathogenicity analysis. 
Therefore, the purpose of this study is to construct infectious cDNA clones of PPV isolated in Japan and 
to establish research methods using infectious cDNA clones in Japanese apricot and Nicotiana plants. The 
cDNA clones of Japanese isolates using the 35S promoter were constructed, and the infectivity was 
confirmed in Nicotiana benthamiana. Then using the infectious cDNA clones, the research methods such 
as inoculating protoplasts of Japanese apricot and the leaves with particle delivery system (PDS) were 
established. Inoculation into protoplasts showed PPV infection and proliferation at the single-cell level, 
and inoculation with PDS showed cell-to-cell movement of PPV in the leaf. The chimeric clones between 
PPV Japanese isolates were constructed, and the inoculation test into N. benthamiana suggested that the 
3´-latter half region of the PPV genome was involved in systemic infection. 




ウメ輪紋ウイルス（plum pox virus：PPV）は Prunus 属
の植物に感染し、核果類生産に甚大な被害を及ぼす。日本














（１）infectious RNA の合成 
infectious RNA の鋳型となる PPV 全長 cDNA を合成す
るため、5´末端に T7 プロモーター配列を含み、3´末端に
polyA 配列を含むプライマーを設計した。PPV 日本分離株
として AK19-14（D 系統）と HM-4（M 系統）から抽出し
た total RNA を鋳型に RT・PCR を行った。増幅した cDNA
を鋳型に T7 RNA polymerase を用いて in vitro  RNA 転写
を行った。合成された RNA は Nicotiana benthamiana に機
械的接種することで感染性を確認した。 
（２）感染性 cDNA クローンの構築 
PPV 日本分離株の感染性 cDNA クローンを構築するた
め、スペインから輸入した pIC PPV-Dc（D 系統フランス
分離株：Dc）（図 1）と pIC PPV-PSI4（M 系統セルビア
分離株：PSI4）の 2 種類の感染性 cDNA クローン［1］を
鋳型にベクター領域とイントロン領域のインバース PCR
を行った。また、PPV 日本分離株を前半約 2.8 kbp、後半
約 6.9 kbpとしてRT・PCRにより増幅しゲル精製を行い、
これらを In-Fusion® HD Cloning Kit（TaKaRa Bio）を用い
て In-Fusion クローニングを行った。得られた cDNA クロ
ーンのうち D 系統を pIC PPV-AK（AK）、M 系統を pIC 




図１．pIC PPV-Dc の遺伝子マップ 
 
（３）感染性 cDNA クローンの接種試験系の確立 
単細胞における PPV 感染・増殖効率を調べるため、ウ
メ（南高）のプロトプラストを作製し、PEG 法により 500 
ng の感染性 cDNA クローンを接種した。24・36 時間培養




とモモ（GF305）の切離葉に Particle Delivery System（PDS）
を用いて感染性 cDNA クローンを接種し、湿らせたシャ
ーレ上で 23 ℃、11 日間インキュベートした。PPV 日本
分離株と海外分離株の病原性の差異を調べるため、感染
性 cDNA クローンを N. benthamiana と N. clevelandii に対
して機械的接種を行った。PPV の検出は昆虫針を用いた
サンプリングによる qRT-PCR により行った。 
（４）感染性 cDNA クローンを用いた病原性比較 
日本分離株の系統間の比較をするため、D 系統と M 系
統の感染性 cDNA キメラクローンを作製した（図２）。
前半 D 系統・後半 M 系統と前半 M 系統・後半 D 系統の
感染性 cDNA クローンをそれぞれ pIC PPV-AKHM
（AKHM）、pIC PPV-HMAK（HMAK）とし、AK、HM、
AKHM、HMAK の 4 種類を N. benthamiana と N. clevelandii
に対して機械的接種を行った。PPV の検出は昆虫針を用
いたサンプリングによる qRT-PCR により行った。 
 
 
図２．感染性 cDNA クローンとキメラクローンの 
模式図 
３．結果 
（１）infectious RNA の合成 
infectious RNA の鋳型となる PPV の各分離株全長約 9.7 
kbp の cDNA を合成した。これを鋳型に転写された RNA
を N. benthamiana に接種した結果、接種後 21 日において
病徴は確認できなかった。以上より PPV 全長の cDNA を
増幅することは確認できたが、infectious RNA は得られな
かった。 
（２）感染性 cDNA クローンの構築 
In-Fusion クローニングにより日本分離株 D 系統・M 系
統の cDNA クローンを構築した。機械的接種の結果、N. 
clevelandii において D 系統クローンは接種葉で、M 系統
クローンは接種葉と上位葉において昆虫針を用いた qRT-
PCR により PPV が検出されたため、構築した cDNA クロ
ーンに感染性が認められた。 
（３）感染性 cDNA クローンの接種試験系の確立 
ウメ（南高）プロトプラストに感染性 cDNA クローン







果、N. clevelandii において AK・Dc は接種葉から、HM・
PSI4 は接種葉と上位葉から PPV が検出された。そのため










プロトプラストと PDS の試験系において PPV 海外分
離株はウメ（南高）に対し PPV 日本分離株と D 系統・M
系統ともに同様の感染性を示した。また Nicotiana 属植物
に対する機械的接種の結果、N. benthamiana において PPV
海外分離株・日本分離株ともに D 系統は接種葉から、M
系統は接種葉と上位葉から PPV が検出された。M 系統は
上位葉においてモザイク症状が確認された。 
感染性 cDNA キメラクローンの機械的接種の結果、N. 








図４．感染性 cDNA クローンとキメラクローンの 
模式図と N. benthamiana に対する感染性 
 
４．考察 








指す。また PPV 海外分離株の全身感染性試験を行い PPV
日本分離株との比較を行う。 
Carbonell らの研究により、PPV-D 系統が Nicotiana 属植































Nicotiana 属植物に対し PPV 日本分離株の D 系統は局部
感染し、M 系統は全身感染するが、本研究で感染性 cDNA
キメラクローンを Nicotiana 属植物に接種した結果、CP を
含む後半が M 系統由来となる場合に全身感染が認められ
た。このことから先行研究と合わせ、Nicotiana 属植物に
おける全身感染に関与する領域の１つとして CP の N 末
端領域のアミノ酸が可能性として考えられ、さらに決定
因子を詰める必要がある。 
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